嵌合抗原受体修饰（Chimeric antigen receptor，CAR）T细胞治疗复发/难治急性B淋巴细胞白血病（B-ALL）完全缓解（CR）率为70%\~90%[@b1]。1例复发/难治B-ALL患者经鼠源（m）CD19 CAR-T细胞治疗达到CR，桥接同胞全相合异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）治疗，后疾病再次复发，于我科接受人源化CD19 CAR-T细胞治疗再次获得缓解。缓解后为了预防复发，予以输注供者造血干细胞，其后出现急性移植物抗宿主病（aGVHD），同时检测到CD19 CAR-T细胞比例和CD19 CAR基因表达水平的再次升高。而给予患者输注供者淋巴细胞未发生该现象。为了进一步探索该现象的机制，我们设计了小鼠体内试验，首先给予小鼠输注mCD19 CAR-T细胞使体内mCD19^+^B淋巴细胞消失；其后给予输注供鼠mCD19^+^B淋巴细胞后，mCD19^+^B淋巴细胞再度出现，并促进了mCD19 CAR-T细胞比例再次上升。现具体报告如下。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例资料

患者，男，10岁。2017年3月主因"发热4 d"就诊于中国医学科学院血液病医院，诊断为B-ALL（中危组，WT1阳性，IgH重排）。诊断后患者接受1个疗程VDLP（长春地辛、柔红霉素、左旋门冬酰胺酶、地塞米松）、2个疗程CAM（环磷酰胺、阿糖胞苷、6-巯基嘌呤）、1个疗程HR-1（地塞米松、长春地辛、大剂量甲氨蝶呤、环磷酰胺、阿糖胞苷、培门冬酶）、1个疗程DEAL（依托泊苷、地塞米松、阿糖胞苷、左旋门冬酰胺酶）方案化疗，白血病免疫分型提示异常B淋巴细胞占8.03%。于2017年9月入组mCD19 CAR-T细胞治疗临床试验（NCT02975687），治疗后骨髓异常B淋巴细胞0.05%，WT1：0.85%，染色体荧光原位杂交IgH 0.8%。2017年12月13日接受胞姐HLA配型10/10位点相合allo-HSCT。移植后第42天骨髓微小残留病（MRD）阴性，WT1 0.53%，IgH重排阴性，供者嵌合率为99.7%。其后从2018年2月至2018年11月，患儿多次复发，复发及治疗情况见[表1](#t01){ref-type="table"}。2019年3月患儿再次复发，骨髓白血病细胞比例为70.5%，以难治/复发B-ALL入组我院"人源化CD19 CAR-T治疗复发/难治B细胞淋巴瘤/急性B淋巴细胞白血病"临床试验（ChiCTR1800019622）。

###### 患者异基因造血干细胞移植后、人源化CD19 CAR-T细胞治疗前的治疗情况

  复发时间          复发时骨髓白血病细胞比例（%）   复发时供者嵌合率（%）  复发后治疗                                治疗后骨髓白血病细胞比例（%）   治疗后供者嵌合率（%）
  ---------------- ------------------------------- ----------------------- ---------------------------------------- ------------------------------- -----------------------
  2018年2月26日                 5.72                        87.24          供者造血干细胞6.5×10^8^/kg                            34.73                       58.32
  2018年3月20日                 34.73                       58.32          FLAG+CTX联合供者造血干细胞6.5×10^8^/kg                  0                         99.96
  2018年11月15日                68.00                       49.73          FLAG+Vp16联合供者造血干细胞3×10^8^/kg                 18.26                       85.22
                                                                           供者造血干细胞3.2×10^8^/kg                            52.67                       48.34
                                                                           CAM联合供者造血干细胞3.2×10^8^/kg                     31.23                       60.07

注：FLAG：氟达拉滨、阿糖胞苷、G-CSF；CTX：环磷酰胺；Vp16：依托泊苷；CAM：环磷酰胺、阿糖胞苷、6-巯基嘌呤

二、人源化CD19 CAR-T细胞治疗过程及观察方法

1．临床观察指标的检测方法：聚合酶链反应扩增短串联重复序列（PCR-STR）法检测供者嵌合率。流式细胞术检测白血病残留病灶、CD19 CAR-T细胞比例，实时定量聚合酶链反应法检测CD19 CAR DNA水平。

2．移植后复发的人源化CD19 CAR-T细胞治疗：单采移植供者（胞姐）来源外周血单个核细胞制备CD19 CAR-T细胞，磁珠分选单个核细胞中CD3^+^ T细胞，培养第4天转染人源化CD19 CAR慢病毒（第二代人源化CD19 CAR慢病毒由上海吉倍公司提供），培养第12天收获CD19 CAR-T细胞。为减轻肿瘤负荷，患者于供者单采当日接受FA方案预处理（2019年3月7日）：氟达拉滨25 mg/m^2^（第--12\~--9天），阿糖胞苷0.5 g/m^2^（第--12\~--9天）；于第0天回输供者人源化CD19 CAR-T细胞2×10^6^/kg。

3．CD19 CAR-T细胞治疗缓解后输注供者造血干细胞/供者T淋巴细胞：患者经人源化CD19 CAR-T细胞治疗达CR，于CAR-T细胞治疗后第36天复查骨髓细胞形态学：增生活跃，原始幼稚淋巴细胞为0；白血病免疫分型：未见明显异常表型原始B淋巴细胞，供者嵌合率为99.94%。未经化疗，回输供者外周血造血干细胞，输注量为单个核细胞3.19×10^8^/kg，CD34^+^细胞0.6×10^6^/kg。CAR-T细胞治疗后第61天，病情稳定，因患者无剩余供者干细胞冻存，同样未经化疗，回输供者T淋巴细胞0.83×10^7^/kg。

4．供者干细胞和供者T淋巴细胞输注后观察：输注供者造血干细胞与供者T淋巴细胞后，均诱发GVHD，但仅输注供者干细胞后出现CD19 CAR-T细胞比例、CD19 CAR DNA水平的升高现象，为了初步探索发生机制，将输注的供者干细胞及供者T淋巴细胞进行流式细胞术检测，观察其中CD19^+^ B淋巴细胞比例。

三、动物实验方法

为了探讨上述临床观察到的供者干细胞输注后出现CD19 CAR-T细胞和CD19 CAR的DNA表达上调现象，我们设计了动物试验，验证是否给予小鼠输注mCD19^+^ B淋巴细胞，会诱发体内CD19 CAR-T细胞对小鼠B细胞的杀伤作用，清除mCD19^+^ B淋巴细胞，同时出现CD19 CAR-T细胞和CD19 CAR的DNA表达上调。

1．小鼠CD19 CAR-T细胞治疗实验：选择4\~5周龄健康C57雌性小鼠20只，体重16\~18 g，由北京华阜康生物科技有限公司提供。随机选取8只用于上述实验的观察，另外12只作为该8只小鼠的同窝同种小鼠CAR-T、T、B淋巴细胞供者，相同条件实验室喂养。

取4只供鼠，酒精消毒，超净台取小鼠脾脏，研磨获得脾脏细胞，培养基离心、冲洗3次。鼠抗鼠CD3磁珠分选mCD3^+^ T细胞，获得的细胞用含有mIL-2、谷氨酰胺的T细胞专用培养基培养，培养第4天使用CD19 CAR慢病毒（FMC63，我们通过实验验证FMC63也能识别小鼠CD19蛋白，亲和力约为人CD19蛋白的1/10）感染小鼠T细胞，第12天收获CD19 CAR-T细胞备用。取上述获得的CD19 CAR-T细胞，调整细胞密度为1×10^7^/ml，8只接受治疗小鼠，每只尾静脉注射0.1 ml。于治疗后第7、14天内眦取血，流式细胞术检测CD19 CAR-T细胞比例（检测抗体为CD19-兔FC融合蛋白）、B淋巴细胞比例以及CD19 CAR的DNA表达。

2．小鼠CD19 CAR-T细胞治疗后再接受CD19^+^ B淋巴细胞输注：于CAR-T细胞输注后第14天，再次取4只供鼠，酒精消毒，超净台取小鼠脾脏，获取外周血和脾脏细胞。以鼠抗鼠CD19磁珠分选CD19^+^ B淋巴细胞，调整细胞密度为1×10^6^/ml，8只接受治疗小鼠每只尾静脉注射0.1 ml。于注射后即刻、第7、14天内眦取血，流式细胞术检测CD19 CAR-T细胞比例、B淋巴细胞比例以及CD19 CAR的DNA表达。此后7 d（CAR-T细胞输注后42 d）重复该操作及检测过程。

四、统计学处理

采用SPSS 17.0软件处理结果，计量资料数据均以*x*±*s*表示。

结果 {#s2}
====

一、人源化CD19 CAR-T细胞及供者造血干细胞/供者T淋巴细胞输注疗效观察

1．移植后复发的人源化CD19 CAR-T细胞治疗：人源化CD19 CAR-T细胞回输第7天体温最高40.0 °C，伴有畏寒、寒战、乏力；C反应蛋白、细胞因子、外周血CD19 CAR-T细胞比例及CD19 CAR的DNA表达均升高（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。评估细胞因子释放综合征（CRS）1级，予以非甾体消炎药对症处理及支持治疗。于第14天复查骨髓象：增生活跃，原始幼稚淋巴细胞为0；白血病免疫分型：标本中B淋巴细胞比例极低；血常规：WBC 4.18×10^9^/L，HGB 97 g/L，PLT 112×10^9^/L；供者嵌合率为99.76%。疗效评估达CR。

![移植后复发的急性B淋巴细胞白血病患者CD19 CAR-T治疗后炎症介质（A）、CAR-T细胞及CD9 CAR DNA表达（B）](cjh-41-06-495-g001){#figure1}

2．CD19 CAR-T细胞治疗缓解后输注供者造血干细胞/供者T淋巴细胞：回输供者造血干细胞后第24天，即人源化CD19 CAR-T细胞治疗后第50天，患者出现GVHD\[肝功能损害（Glucksberg分级2级）、多发皮疹（Glucksberg分级1级）\]，给予小剂量糖皮质激素及对症治疗后好转，过程中维持CR且供者嵌合率为99.69%。患者回输供者造血干细胞后第21天，外周血CD19 CAR-T细胞比例、CD19 CAR的DNA水平再次升高，出现小高峰，随后7 d左右水平开始下降（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}）。

![CD19 CAR-T细胞治疗后输注供者造血干细胞及供者T淋巴细胞后CAR-T细胞（A）及CD19 CAR DNA表达（B）](cjh-41-06-495-g002){#figure2}

回输供者T淋巴细胞后第12天，即人源化CD19 CAR-T细胞治疗后第73天，患者再次出现GVHD，肝功能损害（Glucksberg分级3级），给予对症治疗后好转，过程中维持CR且供者嵌合率为99.87%。此次供者T淋巴细胞输注后，患者外周血CD19 CAR-T细胞比例、CD19 CAR的DNA水平并未出现再次升高（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。

3．供者造血干细胞和供者T淋巴细胞检测：供者干细胞和供者T淋巴细胞解冻后，其CD19^+^ B淋巴细胞比例均比较低，供者干细胞中CD19^+^ B淋巴细胞为0.51%，供者T淋巴细胞中CD19^+^ B淋巴细胞为0.55%。因此临床上供者干细胞或T淋巴细胞输注后，短期内并未引起CD19 CAR-T细胞杀伤体内CD19^+^ B淋巴细胞而导致的CD19 CAR-T细胞比例、CAR19的DNA水平升高，以及CRS等不良反应的情况。

二、动物实验验证结果

1．小鼠CD19 CAR-T细胞治疗：8只接受CD19 CAR-T细胞输注的小鼠，在细胞输注后第7天CD19 CAR-T细胞比例上升达峰值，随后下降，输注后第14天CD19^+^ B淋巴细胞在体内消失（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}）。

![小鼠实验验证细胞输注诱发CD19 CAR-T细胞（A）和CD19 CAR DNA水平（B）升高现象](cjh-41-06-495-g003){#figure3}

2．小鼠CD19 CAR-T细胞治疗后再接受CD19^+^B淋巴细胞输注：CD19 CAR-T细胞输注后第14天小鼠体内CD19^+^ B淋巴细胞消失。当给予供鼠CD19^+^ B淋巴细胞输注后，即刻治疗组小鼠体内CD19^+^ B淋巴细胞水平再度升高，其后输注供鼠CD19^+^ B淋巴细胞后第7天，再度消失，且CD19 CAR-T细胞比例上升；输注供鼠CD19^+^ B淋巴细胞后第14天小鼠体内CD19^+^ B细胞及CD19 CAR-T细胞比例均呈低水平。过程中，CD19 CAR的DNA表达与CD19 CAR-T细胞比例出现同样的变化趋势。此后第7天（小鼠CAR-T细胞输注后第42天）重复该操作，观察到同样现象，结果见[图3B](#figure3){ref-type="fig"}。

讨论 {#s3}
====

CD19 CAR-T细胞治疗复发/难治B-ALL和B细胞非霍奇金淋巴瘤（NHL）疗效显著，被认为是最有前景的肿瘤治疗方式之一[@b1]--[@b3]。而提高CAR-T细胞抗肿瘤活性、维持细胞足够长时间的增殖对抗肿瘤治疗成功和抑制疾病复发有重要意义[@b4]--[@b5]。

人源化的单链抗体（scFv）可以减低CAR的免疫原性从而改善CAR-T细胞的存活时间并且增强CAR-T细胞的治疗效果[@b6]--[@b7]。人源化CD19 CAR-T细胞体内和体外都能有效清除白血病细胞[@b6]--[@b8]。体外实验证明，人源化CD19 CAR-T细胞与mCD19 CAR-T细胞比较，其增殖活性强、杀伤活性高、体内存留时间长，能有效清除白血病细胞，具有良好的抗肿瘤效应[@b6]--[@b7]。临床研究证明，mCD19 CAR-T细胞治疗后复发的B-ALL，接受人源化CD19 CAR-T细胞仍然有效[@b8]。本例患者allo-HSCT前接受mCD19 CAR-T细胞治疗缓解，此后复发，换用人源化CD19 CAR-T细胞治疗再次获得缓解。

allo-HSCT提高了ALL患者的生存率，但allo-HSCT后复发患者预后很差，生存期不足6个月[@b9]，挽救治疗包括化疗、二次移植、供者淋巴细胞输注，但这些治疗可能导致严重的不良反应或GVHD[@b10]--[@b11]。B-ALL患者allo-HSCT后复发，供者来源的抗CD19 CAR-T细胞可以有效清除恶性B细胞[@b12]--[@b14]。供者来源的抗CD19 CAR-T细胞治疗allo-HSCT后复发B-ALL，可以达到良好的疗效，未发现严重的GVHD[@b12],[@b15]，亦未发现严重的不良反应，如肿瘤溶解综合征、CRS及中枢神经系统毒性[@b16]--[@b17]，本例患者CRS亦仅为1级。因此，CD19 CAR-T细胞治疗可以一定程度上克服移植后复发B-ALL的不良预后[@b16]--[@b17]。供者来源的CD19 CAR-T细胞可作为allo-HSCT后复发B-ALL的挽救治疗[@b18]。

本例allo-HSCT后复发的B-ALL患者接受CD19 CAR-T细胞治疗缓解后，为了预防疾病再次复发，并保护体内低水平残留的CD19 CAR-T细胞，采用了单独输注供者造血干细胞和供者T淋巴细胞的治疗手段。我们观察到，输注两种供者细胞后，均未出现CRS表现，而分别于输注后第24天和12天诱发了GVHD。但输注供者造血干细胞后发生GVHD同时出现CD19 CAR-T和CD19 CAR的DNA表达上调，而输注供者T淋巴细胞未发生此现象。分析其可能的原因，表达上调发生于供者干细胞输注后第24天，即供者干细胞有可能在患者体内开始植入、患者体内逐渐出现CD19^+^ B淋巴细胞的时间，是否为体内残留CD19 CAR-T细胞攻击了此CD19^+^ B淋巴细胞导致其再度扩增，从而延长了CD19 CAR-T细胞在体内的存留时间，起到更好的清除残留灶作用。我们尚不能证实，供者干细胞输注诱发的GVHD，还是诱发的CD19 CAR-T细胞再扩增，起到了清除残留白血病细胞的作用。而对于所检测到的CAR-T细胞再扩增，无论是针对白血病细胞，还是针对供者的CD19^+^ B淋巴细胞，只要延长CAR-T细胞在体内存留时间，就将起到进一步清除残留灶的作用。

小鼠体内实验进一步证实这个现象，我们分别用三种可变区的CD19 CAR-T细胞对小鼠进行初步筛选，一个可变区来自鼠源单克隆抗体FMC63和两个针对FMC63人源化的可变区，我们发现FMC63来源CD19 CAR-T细胞有杀伤小鼠B淋巴细胞的作用。我们的实验数据也表明FMC63单克隆抗体也能部分识别小鼠CD19的胞外段，进而该CD19 CAR-T细胞有可能杀伤小鼠B淋巴细胞。在输注CD19 CAR-T细胞后，小鼠体内B淋巴细胞耗竭，CAR-T细胞峰值下降。在随后的CD19^+^B淋巴细胞输注后，我们观察到CD19 CAR-T细胞再次扩增，CD19 CAR的DNA表达也出现类似规律变化。分析其机制，CAR-T细胞峰值下降后，人为在小鼠体内注射CD19^+^ B淋巴细胞，体内残留的CD19 CAR-T细胞将会杀伤CD19^+^ B淋巴细胞而出现再次扩增。对于移植后患者，输注供者造血干细胞维持治疗，造血干细胞在体内植入后，会出现CD19^+^ B淋巴细胞，此时与小鼠体内实验相同，CD19 CAR-T细胞将会杀伤CD19^+^ B淋巴细胞而出现再次扩增，而扩增的CD19 CAR-T细胞将进一步杀伤残留白血病细胞。2019年ASH中一个口头报告（ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03186118）有类似研究发现，即将CD19抗原转入患者T淋巴细胞，制备CD19^+^抗原呈递细胞，每28 d给患者输注1次，诱导了CD19 CAR-T细胞的再扩增。

综上，allo-HSCT后复发B-ALL患者接受CD19 CAR-T细胞治疗缓解后，维持治疗采用单独输注供者干细胞/供者T淋巴细胞发生GVHD的同时，我们发现输注供者干细胞可以诱发CD19 CAR-T细胞和CD19 CAR的DNA表达一过性上调，可能起到更好的清除残留灶作用。如何延长移植后复发B-ALL的CD19 CAR-T细胞治疗的疗效，并探索其与供者干细胞、供者T淋巴细胞的协同作用机制，仍需要扩大样本进一步研究。
